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ンの生産プロセスを取り抜った 生理活性物質であるトロンボモジ I リンは、血管内
皮細胞の細胞膜上に発現している膜結合タンパク質であり、血液i疑問系を調節する f主
要な役割を演じている そのトロンポモジュリンのia伝子を細胞内に導入して、形質





























遺伝子欠損株の発見に端を発している 1， Kaufmanらにより、 dh什遺伝子欠損株にdhfr
遺伝子と目的タンパク質の追い子を同時に導入する遺伝子増幅法が開発され 5}、
McCormickらによって、目的タンパク質の生産早を飛躍的に増大する方法が確立され













糖鎖情造を研究した例は故多い 13 -: 6， 0






































































































































を向める 56・5i I 0 ヒト・トロンポモジュリンのj宣伝イ4 は、 198 7年!こ 3つの研究グ
ループによってほほ同時に単離された川、 603b 構造的には 575のアミノ肢をもち、








口ンポモジュリンにおいても、本来のiE↑生は í~~持しているら 3 64) 0 J監{氏子1:マ:的手ijt
によって生産されたト uンポモジュリンには、 otf;fT別措鎖とN結合理1!1K3良の他(二、
グリコサミノグリカン側鎖を付加lしたものが混宿していることが明らかにさ札たけ}。
さらに、名和らによって、形行紅JI靴下10K I ~ n胞によって発現されたトロンポモジ.;J.1) 
ンのグリコサミノグリカン側鎖1.;、 J ノ rdイ子.ン.イI
/イ示I示ミされた6れ4】。グリコサミノグリカンn担側!り;仔3良を{付J加しえ.ト口ンポモジユリンlは二、付加しな
いものに比へ、 invilro ":l (; 1)及びin¥'i¥'o 6 ;， 1 の戸:方の実験系において、おい比活性
を持つことが示されているc このようにl}MJfiの作従が、タンパク質の持つ'1=J霊的機能
に大きな影響を及ぼすことがわかりつつある白従って、糖タンパク質の，糖鎖檎迭の解















































































































基本合成培地としてDMEM(Highglucose) (日水製薬)、 OMEM(Lowglucose) (日水
製薬)、 T-medlum(日本製薬)、 十 MEM (日水製薬)、 MEM-NEAA(Lowglucose) 
(日水製薬)、 IMDM(口水製薬)をそれぞれ用いた。血清は細胞増殖や目的物質の















本章2. 3. 1のグルコース濃度と血消濃度の検討実験、及び2. 3. 2の無血清
培地の検討実験では、 T25型フラスコを用いて静置培養を行った。培発液仕込み量は
5ml、細胞播種密度は1X 1 O~cclls/ml としてCOlインキュベータ内 (S%CÛ2、 37 0C) で実
験を行ったo 培地は、 l回目が細胞を播種してから 3日後、その後はほぼ2日に l団
交換した。









(KoOoc GM-3A :小島製作Jijr) で調節した。培地交換時は撹祥を停止し、細胞の付着
したマイクロキャリアが充分沈降した後、浮遊した細胞を含む上洛み被だけを回収
し、その後に新鮮培地をrlijji~供給した。培地交換川附は最初が 3 日後、その後は 2 日
毎とした。
(7則定方法)
T~l フラスコを用い?的所法挺実験では、 t泣み a~ を I同収し、 YSl Model 2000 Glu-





培投n祉をサンプリングけから約3ml回収し、 15ml泣沈~~;;に移して3000rpm 、 10分間i主沈
処J!}tして細胞層と上澄み!f'?に分離した。細胞数のlihJ!lJは、細胞隔をサンプソングH寺と
l íiJli~のクリスタルバイオレノト j夜(0.1M cilric aCld wlth 0.1 % (w/w) crystal Vlolct)に再懸
濁し、 37 0CのC01 インキュベータ内に l 昼夜放lu.した後、放出された制lIJJ包牧を~U枕3完下






偵を示しているo また、 Highglucose )方が、干し酸生成if/グルコース消費量(込 L/
6G 比)が高く、グルコースを効半的に資化できていない 培養液中濃度が高いとpH



















関しては、 Highglucoseの場合は、 Fig.2-laに示すように9.5x I06ccls/mJであったのに対
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培地中グルコース漉l支の影響






口:High glucosc、o: Low glucose 
口:High gllcose、o: Low glucose 










































h] [I/hl [ I O~cells/ml] [mg//] 
16.7 0.042 5.49 30.3 
16.7 0.042 4.75 19.1 
17.5 0.040 4.54 16.8 
18.7 0.039 4.62 16.2 
21.5 0.034 3.52 13.9 
16.8 0.041 6.01 30.7 
16.7 0.042 9.47 30.6 
2 345 678 9 
FBS concentration [%] 
10 

































0.032 0.034 0036 0038 0.040 0.042 0.044 
speclfic cell growth rate [11h 1 
Fig.2事4 培地ql血清j長度を変えた場合の比増刑速度
(来IJ)J包矯椛から 3日[BJ)と到達細胞街!支の関係
次に、生理活性物質(rsTM)/j-.産性に対する血W' iJ:V3rの J;!~枠を検討 したo flg 2 ')aには
血ihi良j交に対する[口)!IX培長波tj1rsTM濃度の、r均値 (t1パッチサイクル)を示した。血
消濃度が高い方が細胞省皮も I勾く、 rsTM濃度も17jい偵をI}ミしている凸Fig.2切には比
r~TM J1 : ÞE速度の平均値を示 したが、やはり血1ì1i濃度が，'::j" 、 jjが比rsTM /I ~ ~:法度もおく
なっている これらの結果より、回収培養液中のr-;TM濃度が高血1m.農1~.U先発におし、て









無Ifli ，'; .ti1地に交換した後は、 2日毎に培養液を[r!1収し新鮮な培地と交換した。検討し




























2 3 456 7 8 
FBS concentration[%] 
7 
FBS concentration [%] 































[ mgjl ] [ mgj! J 
的ム l カjt.2 カ7t.3 わム4 カ7t.5 
DMEM(Low glucose) 6.0 . T-medium+ITES(x 10) 24.1 
DMEM(Hlgh glucose) 5.7 7.9 T-medium+ITES(x5) 22.0 . 
DMEM(High)+ITES . . 21.8 T-medium+ITES(x 1) 22.7 24.7 
T-medium 4，6 . . T -medium+ITES(xO.5) 21 1 228 
T-medium+ITES 16.5 308 32.1 T -medlum+ITES(xO.25) . 229 
a-MEM(High glucose) . 6.2 T-medium+ITES(xO 125) 21 9 
MEM-NEAA(Low) . 5.7 T-medium+ITES(xO，05) . 21 6 
IMDM . 7.0 . 
無血清培地の検J‘ITable 2-2 




































マイクロキTリア濃度 0: Ig/人 口 :2gJl、ム :4gJl、・ :6g/1 
Table 2・4 マイク ロキャリア濃度-の検討
マイクロキ，¥，1)7il重度IFBS 01 μ 細胞付若事 総細胞収率 付着細胞収率
t;悶3日間初19j3I:J slJ UsIlI 2nd.mechum changc lotal(叩til2nd-MC) on.camer(until 2nd-MC) 
h] (I!h J l (tCJ ( t_09ce_!lS!g・canierl11O"cell¥!g・ctUTIcrJ 
19.1 0.37 61ぢ 3.32 2.08 
20.6 0.034 66 1 1.60 1.02 
18.1 0.019 72 9 0.48 0.35 






















































細胞の矯秘から 3 日間もしくは 4 日間の細胞増捕の様子を Fig.2・6~こ示した その問







(a) (b) (c) 
Fig.2-7 マイクロキャリア培誌における細胞増殖の顕微鏡写真
(a) :細胞播種時、 (b):培長 2日目、 (c)培養4日目
23 22 
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いだすことを目的として、グルコース 28-29)， 33)、乳酸30)、グルタミン 34 やアン






















(Fc凶 bovincserum : FBS) (Gibco社製)を用いた。 T+ITES泊地中の添加物としては、








用した。 C32• 、 Mg~'を含まない リン酸緩衝液(PRS) ll:J水製薬)で膨潤した後、 121'C 
で20分IIlJ滅的し、さらに無関PBSで洗浄したものをマイクロキャリア培養実験tこ使
用した。
_-. -0 .・、十・一_.u_o ーペ，:_-.:ユ:_-..-. .-_ .‘ ，.:'・主、主三、 九 三.-，
E・・r・:_-.:_-;・y ・1・4~/'f.'~":':::":::~:" ヘ，~'~J1 '.. 、.・~ '-_"o .-_". よ三E
し いー .-_O"_o .-..1 .-_-.今一.一o_-._ 百.0'; ・o'・，'・.・，、. ・ー.， 一宇 .-_o-_o-・・-l ・ o_-. o_- . 
u -・.・"_Oo .1 い j ・_-O_-.o_-." "J 












5011、細胞描税密度を1X lO~cells/ml としてCO、インキユベータ内 (5%CÛ2、 37 0C) で実









件は2.0/-t]' λ/min、或は0. 11・O~/minの流速で、上面通気法で尖験を行った。 2.0l-t]， ス/minの






通気ガスマイクロ 細胞増殖 細胞増殖期 IJi養液 無血清新鮮15地tfl
キマリア濃度 月JlU] の培地 [rlj収間隔 沼地 ?を約-Ai良iE
da I g/l 
実験AIAir+s倣乃 DMEM+IO%FBS 2 T+ITES 3.15 
実験BIpure 02 7 T+5%FBS 2 T+ITES 3.15 
実験CIpure 02 T+5促FBS T+ITES 6.15 
実験Dtpure 02 T+5%FBS T+ITES 6.15 
単刷~j]分培義は、一度培地を仕込んだら、培養-中は培長液の抜き取!)や新鮮培地の
供給を a切行わない方法である。本研究では、その町分培長を繰り返して行う H 繰返
し刷分培延法"を採用した。マイク口キャリア f{~:.廷では、撹持:を停止させると細胞が










3. 3. 1 傑返 νIlJI分マイクロキャリア府長系lおける
同友ぷ律速のiE響
(測定方法)
Tfilプラス J を用いた治前府義実験では、上澄み液を回収し、 YSIModcl 2000 Glu-





培北液をサンプリングロから約3ml回収し、 1 5ml;~i尤管に移して3∞0叩m、 10分間遠沈
処均して細胞唱と上澄みl告に分離した向 仁&み層のグルコース、乳酸、及び、rsTM濃度
の測定は、 TE;~! ブフスコのJ必合と向桜に行った円 細胞数の計測は、細胞府，をサンプリン
グ時と向豆'のクリスタルバイオレット液(O.IMcitric acid with 0.1% (w/w) crystal VlOlct) 













酸素移動速度は式(I )によ って定義される， l o 

















ことをぶしている 実験八の比乳骸生成速度は0.15~0.2mgj( 1 <Y'cels' day)程度てあ。た













て実験を行った。通気万法と して純酸素の上面通気(O.I/min)を用い、 T+5併FBSで、 5日
間細胞増殖培養を行った後に無血清化(T+ITES)し、 3日毎に培地交換を行った
Fig.3-3vこは実験A----Cの比グルコース消費速度及び比乳酸生成速度の結果を示す
2 3. 3. また、比rsTM生産速度は実験Bの方が若干高い値を示したものの、どちらの実験にお
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(a) 比グルコ ー ス dí~~述 l支の粁II~ 変化、 (b) 比乳l駿'1-.成述!交の粁H、?変化、
r 実験A (。制節カス.iill父、グルコー スu'!l文 3.15g/0、・:実験B (純般本il気、
グルコース浪!え 3.15g/11 、U:実験c(純般みj位以、グルコースj創立 6.15g//) 
35 
































験で、はT+IQ~FBSを用いて 4 日間細胞増硝培養を行った後ι 、 T+ITESt立地土交換して
無血清化培養を行ったo 新鮮培地中のグルコース濃度は")15gj人培長彼自収間隔を 1
Tab1e 3・2各種培養状態に与える培養条件の彩智
~rl丸カ'ス細胞Jfl 1:~Jgl!h匙 長，[fnl，itd地 F鮮培地中 市長i虫 、ド均 fL般転化34~ '1ι均制胞密政
一割克明吻ir i主義部1間!悶ゲ幻椛度 l口IJq)! ~o)数 (叫込G比)
い<Y'ce11<./m1] 
Alr+5'kCU1 DMEM+IO<k-FBS T+ITES 3.15 9 76.2 4.09 
9 
実験BI purc02 T+5% FBS T+ITES 3.15 9 46.8 7.63 
7 ') 
実験cI purc 02 T+5licFBS T+IT邸 6.15 18 13.6 6.2 
T-汀ãsk- IfA~rお弓EδJ--T+ 10%FBS一一一-TtITEfー ---fl3-ー --io-一一一-73.i---ー --6~f6-- ー
4 
T-flask-~^，川日CO: T+IOCトFsS T+ITES 3.15 6 565 4.8 
4 ') 
Tイla比~Alr+5句CO] T+IOC7cFsS T+IT邸 3.15 4 413 4.51 
4 
T -f1ask-41Alr+5%COl T+IO'kFsS T+ITES 3.15 3 26.2 3.41 
4 4 
36 
目、 2[・1、3日、 4日として実験を行った。 Tab1e3・2に結果を示すように、 3.15gJlの
グルコース濃度を用いたにもかかわらず、回収間隔が長い方が乳酸への転化率は低
かった。この結果より、 !実験Cで乳骸への転化率が笑験Bより低い偵を〆示したのは、
グルコース濃度を6.15gJIにヒげたためではなく、 f告発液回収間隔を 21すから 3日に延
長したためであると結論できる。また、 T型フラスコによる尖験で、問収11附を長くす
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は約2--3X1 0~個1m!になる o 即ち、実験Dでは 3 日後( 1.8X 1Q6cels/ml)に無血清化し
た時点で、マイクロキャリア l個当り0.6--0.9 X 103cells/carrierの細胞しか存在しないこ













イクロキャリア使用註の削減(I gjl)、純白2来週勾による般主役~m ii"tの低減(O. l lfmin )、等
など種々の省コスト化戦略を充分に満足した条件ドで達成できた。
ボトルによる培養実験では、比r~・rM生産法!t!よ M:k.5fl gJ( I O~Cじ Ib'day)まで
達したが、生F停陀主;スケ一ルの点において限9界i件lがあゐo 4不二研，先の7実;験A及び:.，.尖lたj河E験実I日1では、
だいたい2わIlgJμ/(け10伊(>c∞cl日sγ'da勾y)斤4程.I;l皮立の{他Itι1立iまでしカか、i述主しなカ
1間i日削1坑:提必においては、 5-7 /lgJ( I O~Cじ lls' day)の 1[!が科ら ht ・(ド19 . 3-6)o Fig.1・7(よ尖!波八、
Cのグルコースの乳般へのそれぞれの‘!.j5J1b:化:収 ム L/ ム G) に対ーする 、、f~.t~) 
jヒr日TM生産述度の関係であるc ム1/~Gの11(!が低いはど、 JtrsTM '4:詫~f.交が的大し
3. 1では充分な殻おの供給によって細胞訟j支を高く*.U:1'):でさ、その結
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リンには、 O結合型糖鎖とN結合型糖鎖が付加することがわかっている 59;、6310 1 
章でも述べたように、遺伝子工学的手法によって生産されたトロンボモジュリンに
は、これらの糖鎖の他に、グリコサミノグリカン側鎖を付加したトロンボモジュリン






























(Fetal bovinc serum : FBS) (Gibco1土製)をmいt.:oT +ITESt青地中のj添加l物としては、
Daigo・汀ES(日本製粂j を希釈して使川 した4 希釈後のt台地中標準濃度は、それぞれ











ローラーボトルによる培廷は、 R850型口ーラ ーボトル (表面積 :850cm2 を用いて
行い、培建液仕込み早を170m1、細胞播将密度を約1X 105cels/m1として37じの調温室で
実験を行った。ローフーのi白転速度は0.5叩mとしたc 培地交換は、 l 聞けが細胞を播
種してから 3日後、その後は 2日に 1[dJ行った。
マイクロキャリア培養実験は、 3市(Fig.3・1)で示Lたように31・ミニジ←ーファーメ
ンター(3LFM)(イワシヤ社製)を用いた 3LFM内には溶存酸素(00)計、pHセン
サ一、温度コン トロールユニ y ト、 培長液サンプリングシステム、培地流入口、培長
液回収口、 if気流入IJ及び排気口をそれぞれ装着したo 培地仕込主は約i人 細胞播栂
密度は約IX 105cels/ml、マイクロキャリア濃度はIg}l、撹作速度は40叩m、通気条件
は2.01-γス/min或はO.J I-O~/minの流速で、 1- 面述気法として尖験を行った コ 2.01-γ ス/minの













Mode12000 Glucose & Laclale Analy又er(YSI社製)で測定 した(rsTM濃度はサンドイツ
チ型ELlSA(cmyme-hnkcdimmnosorbent assay)法6.;)によ って7P'lj定したn 細胞欽の計測
は、細胞胞をサンプリング時と同ιのク リスタルバイオレ ット液(0.1M Litric acid ¥ .'ith 
0.1 % (w/w) crystal violct)に再懸濁し、 37<CのC02インキ J ベータ内に l娃佼放置した




平均孔径が2/Lmのフィルターに通したc. lON :"-IaOIlでp17.5二調整後、 01号Mt¥aCI・
(0.02MTri~ HC1)溶液(pH7.5)ご平衡化したQScpharo叩 Fa.tl1ow Pham1acia-UくBJカソ
ム(併2.5cmX 12cm)に、よ科を100、300m1iたした 吸ぷ怯fi=の後、 filじパソファ ーでカ
ラムを i先j争し、 NaC1の ia: I!.t 1:j ~è(0.1 5MNaC1 ~ 1.2MNaCI in O.02MTris IC1，pH7.5 )によ っ



















3 4 . 
3. 4. 
培養液中に分花、されたrsTMを、 Fig.4-1にポすようにイオン交換クロマトグラフィー























































30 10 20 
fraction number 
。0.0 
11 10 9 8 
number of harvest cycle 







(調節ガス、 DMEM+lO%FBS、G=3.15g/1、 2 日サイク I~) 
(純酸素、 T+5%FBS、G=3.15g/L、2日サイクル)
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Fig.4-4 比rsTM/1 '1= 昨 j~O交と比乳般生成速度の相関関係
各回収サイクルの比rsTM ，1'!:lmj生皮(a)と比乳酸生成速度(b)








3 Çéでは、ム L ，ム G比が培安状態の良~と rちTMの生産性を判断する止めの指探に
なること寺示したo Fig.4-4で、示したように、乳酸の生成とrsTMβの生産性のIUに相関
があるということは、 rsTM， 1 の '1: 産性とムし/込c;比のIm~こも何らかの相!万関係があ







specific overall rsTM production rate 
{μ9/(106 cells・d)1 
6 5 4 
ddh， & 'alr 
_ _"7- .... 
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。。 10 20 30 40 
rsTM production rate [mg/(l ・ d) ] 
Fig.4-6 府主主液体積当りrsTM生夜述皮:[mg!(l'd)]とrsTMs生産速度
[mg!(l'd)]の相関関係
























































































































Model2000 G1ucose & Lactalc Ana1yzer (YSl fi:製)でilU主した，rsTMi~J~はサンドイ ツ
チ型ELlSA(cnzyme-hnkcdImmnosorbenl a~~ay)法 6n によ って測定したn 細胞数の計測
は、細胞肘をサンプリング時と同込町のクリスタルバイオレット液(01M citric acid with 






(0.02MTns HC1)溶液(pH7.5)で屯衡化しt-Q-ScpharoseFast F10w ~ Pharmacla LKB カフ
ム(~ 2.5cm X 12cm)に、試料を200m1流した 吸着操作の後、同じパップ fーでカラム
を洗浄し、 NaC1の波皮勾配(0.1SMNaCl-. 1.2MNaC1 in 0.02MTris-HCl，pH7.S )によって浴
出し、 5ml/fraclionで分画した。 i容出t{主は吸光度280nmの波長でモニターし、 rsTMα と










Substrate 、 Yn • /c' . Product -1 + Y n ~ /~ • Product ・2+ .r 1/治 P2/S
+ Y x/s 'Cel ( 5 1 ) 




















νG'_ 0.2 mg/( 1 06cells' day) (5 -3) 
62 
2.0 
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day 




企 :実験A (調節ガス、 G:=3.15gfl、2日サイクル)、 口 :実験B (純酸素、




ε (j) 8 。 7 
() 










0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 









































cel density [106 cels/ml ] 





fp=Yp/C. (- rc) 





( 5 -6 ) 
この式で、 r l'は生成物生産速度[mg/U.day)]、YI'/Gはグルコースに対する生成物








とを意味している I 1) 0 3章では、ム L/ムG比を下げるような培養条件がrsTM生産
性を高める要因であると結論したが、本章では代謝効率の指標でもあるム L/6G比
を状態変数として、比rsTM生産速度を表現するモデル式を導出した。
次に、動物細胞密度 (x)についての反応速度 rX [106cels/(m]. day)]は、式(5・1)及び
式(5-2)の関係から、
と表せる。この式で、 YX/cはグルコースに対する細胞 (x)収率、 (YX/G・νc)は





































9 r p> 1 . 
4 1 . r p 
5 9 . r p 
動物細胞密度と生理活性物質生産速度推定の
アルゴリズム




1 2 +O. 
1 2 + O. 
? ? ?
? ? ? ? ?
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A :実験A (調節ガス、 G:=3.15gD、2日サイクル)、 口:実験B (純酸素、





AυoG ratio [0/0] 
60 50 40 30 20 10 
Fig.5・4
Step I グルコース消費速度(-r G) と式(5-3)の νG=0.2 mg/ (1 06cels' day)から、
式(5・5)を用いて細胞密度を推定
Stcp 2 式(5-7)を用いて、ム L/ムG比から比rsTM生産速度 (νI、)を推定し、
細胞密度と比rsTM生産速度の推定値を用いて式(5・6)からrsTMの生産速度
及び培養液中濃度を導出










+ y P .1/G . rsTM s + Y X/G ・Cell
(5 -8) 
Y P ，/G . rsTMα 




Step 1では、 5. 3. 1で導出した式(5・5)の生物反応速度式を式(5-11)のように変形
した。







r P s はrsTMα 及び、rsTM/3の培養液体積当りの生産速度[mg/U'day)] 
66 






|グルコース消費速度 (γoGjOt)[g/(l'd)] I 
IStep 1 式(5-3)νG=0.2 mg/( 1 uhcclls' day) 1 
U 細胞後皮(X)の推定式(5-5) X = (-rr.) /νc 1 
! |乳酸濃度 (L)[g/l ] I 
-J一一 | 
同胞街皮(別 |乳酸生成速度 (OL/Ot) [g/(l . d)] I -1一一- ~ 
loL / oG ratio [%] I 
し一一一一一一一一一 | 
下ep2 比rsTM生産速度(νp)の推定
式(5-7)νp= a -b . log ( oL j oG ) 
rsTM生産速度(rp)の推定




i I I~teJ1 3 
Eぷ 庇雨l
rsTMα J 生産速度 [mg/(l'd)]の推定
式(5-10) fpo = 1.12+0.41' fp 
rpμ=・1.12+059・rp rp > 1.9 
E立恒三J盟主!世E





生産に関する生物反応速度式(5・6) を、 ~tcp 1とliJ{Jに変形した。式(5・12)に示す。
(D P n/斗 tn) で νjX n ( 5 - 1 2) 
A(5-12)で、 PはrsTMのI去を液中濃度[mg//Jを点しており、 νp'二式(57)をmいて各[ロi




r p-ー (ムPn/A11』) ( 5 1 3)








{斤換して無血清培養を行ったo 新鮮I白地tjlグルコース濃度は6.) 5g/1とし、 3IJ 1);にt先






































































伺と~ 0 ‘_ ~U _ 
<1> Q) . 
話.5}
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4 5. 式(5-10)を用いて、 rsTMα 、rsTMsの生産速度から算出した回収培養液中のそれぞ











































24 21 18 15 12 
A 
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A :;培養液中のrsTMα濃度の推定結果 (6P a / 6l= 1.12+0.41・rp)






















Y 1 's 

















:グルコース消費速度[g/(l' day) ] 
:生成物生産速度[mg/(l' day) ] 
:培益液体穏当りのrsTM(i生産速度[mg/(l' day) ] 
:培養液体積当りのrsTMs生産述皮[mg/(I' da}') ] 











: rsTM ，1生産量/rsTMa生産jE;の比中 1%]
:乳般生成量/グルコース消費号[%] 
:比細胞増殖速度[ljh ] or [ l/day ] 
:比グルコース消費速度 [mg/(1 O"cclls' day) 1 







































胎児血~j'f< Felal bOVlne serum FBS) (Glhco社製)をJfj¥，、た。 無JfniN培長で可用いた
T+ITES崎地中の添加物としては、 Oaigo・ITES(日本製楽)を希釈して使用した。希釈
後の培地rjJ撚準濃度は、それぞれインスリン :2.0mgJ/、 トランスフェリン :2.0mgJl、
1 タノールアミン :0.122mgJl、亜セレン骸ナトリウム :0.009mgjlである。
細胞は、 CIOK1細胞にプラスミドpRS7TM-neo を~;一人して形質転換を行った付着依













連続系のパーフュージヲン式培養実験はS，Slemonc (Vcraλu梨)を用いた System 
oneはFig.6・lにふすように、流動層生物反応接 l循環部を合む体積:40ml)、ガス交換
l刊の透過性シリコンチ斗ーブを内包する培養上澄みI1lV~・f~lループ、ヒータ一、リサイ
クルフ口ーポンプ、 pHセンサ一、 j容存酸素(00)計、 1品度計、府地流入路、培養液回収
路から成る。細胞は、 T75フフスコで培養したものを、約5 R X 107価格種した(00及







上澄み液のグルコース、乳酸の濃度をYSIModel 2000 Gluじose& Lactate Analyzer 
(YSI社製)で測定した。 rsTM濃度はサンドイツチ翠!EしISA(en/ymc-linkedimmnosor-
















































































































16 T+ 1 %FBS T+ITES 244 52 














細胞欽を推定した。これは 5fRてぶした繰返し [öl分培養系での推定アルコリズムの ~I'
のステップ1に相当する。次に人(57)をmし、て!::.L/!::.G比から比rsTM/l:，経述)立を鉱
山し、総細胞数と比円TM't:t主述l支の推定{立をmしEて、 日日当りのrsTMの，t;_~r jil I，~及び
培英液中濃度を算出した。tE統系でのグルコースとrsTMの物質収支式を、式(6・1)及び
度が上昇する一方、乳敵生成速度については、どちらの実験でも無l血清化してからだ
いたい 3LI 故に下降し始めているo Fig.6-2aとFig，6引3を比較すると、実験a、実験b






に /Jくした。無血~?J 情延期間だけについて比較すると 、 実験 a の方がrsTM濃度は若干高
い他を示している ものの、実験bの方が希釈速肢がわずかに迷い分だけrsTM生産速度





? ?， ，? ? 、t-(;。ut-νG (X.V) ド?
、
?







??， ，?、(X'V) Fou t-P。ut+νp・F . P (V.P) /d t d • 。
これらの式で、Vはリサイクルループを合む 1)Iクタ一部分の体積[1]、Gはグルコー
ス濃度[g//]、 t は時間[dayJ、Fは前地の1Jt*合と!日|収の速度[l!day)、 (X' V) は総細胞
pはrsTM濃度[mg/I]を衣字。下付の 11は流入項、ou tは流出項手広1味してい
νcは比グルコース?Vi't~ j主!文 [mg/( I O~ cels'day)]、νJま比rsTM'1慌述!丈

































20 15 10 5 。
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V-d P/d t--Fou t・120Ut+ν ・
η 








(6 -5) (X-V)n -F-G n-F t-G n-νG 
81 
(6 G n/ムtn) V. 
80 


























(5 3)、 νp'よ式(5・7)のモデル式を用いて導出した。述続培長系での斗 L，ムG比は、回
収府発液と新鮮培地中のグルコースと乳酸の濃度から、それぞれの消費、生成速度を
算出しでもとめた。サンプリングは一日一凶行ったので斗tnはほぼ 1Ii Iこ相当する。




(x.y) F t.p n+νp y. (b. P n/b. t n) 
となる。
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Fig.6 5aには、グルコース消費速度[glday)と斗 L/斗G比[(lAI)の尖験結果、 Fig.6・4b及び
Fig.6・刊には、式(6・7)を用いて推定した総細胞数[1Q/'celsJの結果ト、式(5-7)のモデル式












Fig.6・5aのム L ， ム G 比の値は、培養を始めてから 2 、 :~ nのJYlnaで実験a、実験bと
もに比較的低い怖になっている この期間は細胞1密度が1:く細胞明硝速度が大きいた
め、効率的にグルコースが消費されて、乳酸生成か1い、ことが珂1t考えられる。




ポす比『、1M生産速度のJ住宅filよ、 2ftg}( 10' celb day)から斗!(g/< 1 作cclls'da\')に上 ~I・し
.::.U.らの結果は、繰返し何分培益系で、の1[ti弁|司じレベルであり、 1m定仙の安
、li'ltを1)ミしているr また、 t氏 j~初期において I%FBS レいう極めて低し勺漫j交のIfIL~，守を用
いても、その後に続く無血消tii:廷でのtじr~T¥1'ti!IUt/3どには、マイナスの影響がないこ
とを示唆Lている Fig.6・4¥.'&ぴドig.6・5cにおいて、 r汀Mの生産速度と同収倍謎液中濃
度の実験結果は、実験 a 、 r)~~食 b ともに初期の血清合イj培jtizでの培主主では flh 、 f[i を維
持し、結血清培養に人~てから 1-.}"~し始めている u 指定結果もこの特彼をよく去現で
きている ~. Fig.6-4cの実験aでは、実験結果よりも准定1[むのはうが若rr~':j \，、他を示して
いるのに付し、 Fìg.6・5cJ)'j~験 b では、実験結果よりも推定値のほうが低い他争ボす傾
向にあるι しかし、これらの差は小きいため、動物細胞培養系における推定他として
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s t 102 
0 八ラメータIiJ定による連続よ庁長系の培養特性解析



































ヲJ験aに付するシミ _Lレー シ :1ン結果をFig.6・6に1]'¥すs 繰返し回分培英系では、式
(5 -3> '1' の比グルコ ース m!~ j宝皮の他は0.2mg/(1 0~cc I1 s' day)で、あったが、この1(fをパ、ノ
メータとして倍々 のシミュレーシ 4ンを行った結果、 Fig.6・6aに示すようドO.26mg/
( 1ザcclb'da})の値で、推定値と実験他か最もよくー致した この結果は、繰返し J]分培
養系と述紘培養系では、比グルコース消費速度の他が変化したことを示唆しており、
単位、liりの細胞が繰返し[ロ!分法廷よりも多くのグルコースを消費していたこと.こな






総細胞数 (・ ム._)と比rsTM生産速度~ (-0-)の推定結果
rsTM生産速度・の実験結果 (口)と推定結果 (-) 
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rsTM生産速度の実験結果 (口)と推定結果( ) 



























Q.2mg/< I 06cells' day)'こ固定して、式(5・7)中の定数である H a" をパラメータとして
種々のシミュレーションを1J:ったo :r¥.(5-7)中のノfラメー夕刊 a"はおおよそ比rsTM Ij~ 
産述伎の最大1t[1を友しており、ょの1~iを変化させるよ土によってシミ」レーション結
果も大きく変動した。 Fig.6・6bに示すように、" a・・カ'6.56!Lg/( I Q6cels' df.¥y)の際に推
定似と実験値が恥もよく一致した。繰返し!日l分土台安ぷの，. a" の1tftは7.4611g/(10・cells'
day)であったので、実験aでは比rsTM'I:産述度の他が小さくなったことをぷ峻してい











(1 Q"cclls' day)に凶定して、式(57)中のtt a" をパラメータとして種々のシミュレー
シゴノを行った結果、 Fig.6・7bに示すように、 8.3611g/( I Q6celb' 0<1)')の際に推定値と実
験値がfiもよく一致した。この結果は、実験bでは心rsTM生隠遁皮の値が大きくなハ
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:リサイクル部位を含むYeraxsystem 1のリアクタ一体積[1 ] 
:細胞密度い06cels/ml] 
:総細胞数[1 06cels ] 
:乳酸生成量/グルコース消費量[%] 






































とをljらかにした 』さらに、それらの操作変数や適切に設定し、ムし / 斗G
をf1~くキ1ftドj- る }j策を碓\1:した 。 その結果、培長液体間当りの r'i TM生産速度
の最大11むを~もく、ニとができた E それほど特殊な培接技 lij:を JH し、たわけではな
いドもかかわらず、初期細胞増殖期間の短期化(5 U )、 1(1di 濃度の低減
5切)、 fRtdaily培地による培養、さらに培養液回収サイクル期間の延長， 3
日間)による紙I州市培地使刷?をの低減、マイクロキャ jア使用症の削減(I g/l)、

























2，:細胞密伎と比ハT¥1'1:産述皮の推定 f[i から、 r~ 丁、1 ν〉生産速度と培~液
中濃度
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